
 

856 

Лaтвийcкий 
инcтитут 
opгaничecкoгo 
cинтeзa 

Структурная близость азолоазинов и производных 

пуринов (аденина, гуанина и гипоксантина) обуслов-

ливает постоянный интерес к этому классу соединений. 

В ряду азоло[5,1-c][1,2,4]триазин-7-онов обнаружены 

соединения, обладающие широким спектром биоло-

гической активности,1,2 в том числе структуры с высо-

ким противовирусным действием. Например, натриевая 

соль 2-метилсульфанил-6-нитро-1,2,4-триазоло[5,1-c]-

[1,2,4]триазин-7-она (рис. 1), препарат Триазавирин 

(Riamilovir®), используется в медицинской практике 

для лечения гриппа.3–5 Особое место занимают пиразоло-

[5,1-c][1,2,4]триазины, которые оказались эффектив-

ными лигандами рецепторов ГАМК6,7 и проявили 

потенциальное антидиабетическое действие. Диэтило-

вый эфир 4-оксо-1,4-дигидропиразоло[5,1-c][1,2,4]-

триазин-3,8-дикарбоновой кислоты (1) (рис. 1) проявил 

перспективную антигликирующую активность,8 пре-

вышающую действие аминогуанидина, являющегося 

признанным стандартом при оценке ингибирования 

неферментативного взаимодействия белков с глюкозой 

(реакция Майера).9 Именно данный процесс приводит к 

образованию конечных продуктов гликирования, кото-

рые играют существенную негативную роль в развитии 

сахарного диабета и сопутствующих осложнений.10,11 
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Рисунок 1. Биологически активные азоло[5,1-c][1,2,4]триазин-

7-оны. 
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В настоящее время соединение 1 проходит цикл 

доклинических исследований как средство для лечения 

диабета и его осложнений.  

Включение стабильных изотопов (2Н, 13С, 15N) в 

биологически активные молекулы является одним из 

приемов, который используется для изучения фармако-

кинетики и метаболизма соединений на различных 

этапах разработки лекарственных препаратов.12–16 

Кроме того, введение атомов 13C и 15N в структуры 

азотсодержащих гетероциклов представляет несомнен-

ный интерес с точки зрения установления методом 

спектроскопии ЯМР особенностей строения и пове-

дения в растворе различных конденсированных 

азолоазинов.17–26 Специфической характеристикой этих 

полиазотистых систем является пониженное содержа-

ние атомов углерода и водорода. Это снижает эффек-

тивность использования данных одномерных спектров 

ЯМР 1H и 13С и двумерных экспериментов ЯМР  

(1H–13C HMBC, 1H–13C HSQC и 1H–15N HMBC) для 

структурных исследований. Кроме того, азотсодер-

жащие гетероциклы склонны к кольчато-цепным и 

таутомерным превращениям, что дополнительно 

усложняет исследование их структуры. Введение 

меченых атомов азота и углерода приводит к появ-

лению дополнительных спин-спиновых взаимодей-

ствий, что значительно расширяет возможности 

спектроскопии ЯМР. Таким образом, присутствие 

меченых атомов 13С и 15N способствует решению 

проблем по установлению структурных особенностей 

азагетероциклов. 

В данной работе реализован синтез меченного 

изотопами 13С2, 
15N соединения 1, которое содержит 

одновременно несколько типов стабильных изотопов. 

Наличие в структуре 1 трех меченых атомов позволило 

изучить характеристики масс-спектрометрического 

распада и получить данные по отнесению спин-

спинового взаимодействия 13С–13С и 13С–15N. Важно 

отметить, что такая комбинация меченых атомов 13С и 
15N позволяет расширить возможности масс-спектро-

метрии и спектроскопии ЯМР в изучении фармако-

кинетики соли 1, а также создать оптимальные 

процедуры для определения ее концентрации в крови и 

распределения по органам в опытах на животных. 

Метод получения соединения 1, представленный в 

литературе,8 основан на взаимодействии соли диазония 2 c 

малоновым эфиром 3 в присутствии Na2CO3 и вклю-

чает спонтанную циклизацию гидразона 4 (cхема 1). 

Соль диазония 2 была получена из соответствую-

щего аминопиразола 5. Для синтеза соли [13C2,
15N]-1 

нами была модифицирована ранее описанная процедура 

получения немеченого соединения 1,8 а в качестве 

доноров обогащенных соединений были использованы 

меченые Na15NO2 (98% 15N) и малоновый эфир [13С2]-3 

(99% 13С) (cхема 2). Модификация метода синтеза 

пиразолотриазина [13C2,
15N]-1 основана на исполь-

зовании AcONa при азосочетании соли [15N]-2 с соеди-

нением [13С2]-3 и термической циклизацией гидразона 

[13C2,
15N]-4. Введение атома 15N было реализовано на 

стадии диазотирования аминопиразола 5, который был 

превращен в соль диазония [15N]-2 под действием 

Na15NO2 в кислой среде. Соль диазония в виде полу-

ченного на предыдущей стадии раствора использо-

валась в реакции азосочетания с диэтилмалонатом 

[13С2]-3. Этот процесс протекал в присутствии AcONa и 

приводил к гидразону [13C2,
15N]-4, который подвер-

гался внутримолекулярной циклизации в натриевую 

соль пиразоло[5,1-c][1,2,4]триазина [13C2,
15N]-1 при 

нагревании в водном EtOH (cхема 2). Выход соеди-

нения [13C2,
15N]-1 составил 45%. 

Схема 1 

Схема 2 

Обогащенный стабильными изотопами образец 

[13C2,
15N]-1 был охарактеризован данными спектро-

скопии ЯМР 1H, 13C и 15N (табл. 1). Отнесение сигналов 

меченых и немеченых атомов в протонных и 

углеродных спектрах ЯМР проведено на основании 

значений химических сдвигов, мультиплетности и 

интенсивности сигналов, анализа КССВ 13С–13С и 13С–15N, 

а также с учетом данных корреляционных экспери-

ментов ЯМР 1H–13C HMBC и HSQC. Измерение 

констант 13С–13С и 13С–15N проведено с использова-

нием одномерных экспериментов ЯМР 13C, зарегис-

трированных с селективной развязкой от меченых ядер 
13С-4 и 13С-9 и без нее. 

Два обогащенных атома углерода 13С-4 и 13С-9 

регистрировались в виде мощных сигналов, которые 

характеризовались КССВ 13С–13С (JCC) и 13С–15N (JCN) 

(табл. 1). Так, сигнал атома 13С-4 характеризовался 

одной геминальной константой 2JCC9 = 8.8 Гц, в то 
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время как для углерода 13С-9 наблюдалось спин-

спиновое взаимодействие с атомами 13С-4 и 15N-2 с 

КССВ 2JCC4 = 8.8 и 2JCN2 = 9.2 Гц соответственно. 

Важно отметить, что JC4N2 зафиксировать в углеродных 

спектрах не удалось из-за ее малой амплитуды.  

Несмотря на то, что положение изотопных меток в 

структуре [13C2,
15N]-1 предопределено методом 

синтеза, позиции атомов 13С-4, 13С-9 и 15N-2 допол-

нительно подтверждены значениями КССВ 13C–13C и 
13С–15N для немеченого сигнала атома С-3 триазино-

вого фрагмента. Для этого углеродного атома наблю-

дались три прямые константы ССВ со значениями 91.7, 

71.6 и 5.9 Гц (табл. 1). Такая картина обусловлена спин-

спиновым взаимодействием атома С-3 с двумя 

мечеными атомами углерода и атомом азота 15N-2. 

Таким образом, сигнал атома С-3 в углеродном спектре 

проявлялся в виде дублета дублетов дублетов (рис. 2а). 

Кроме того, в спектре ЯМР 13C соединения [13C2,
15N]-1 

спин-спиновое взаимодействие 13С–13С было зафикси-

ровано у немеченых атомов С-10 (2JC10C9 = 2.3 Гц), С-11 

(3JС11C9 = 2.1 Гц) и С-7 (3JC7C4 = 5.1 Гц). Для атомов 

углерода С-8 и С-8a КССВ 13С–13С и 13С–15N измерить 

прямым методом не удалось из-за уширенной формы 

сигналов и малых значений констант JCC и JCN.  

Наличие меченого атома азота в структуре [13C2,
15N]-1 

подтверждается присутствием в спектре ЯМР 15N 

дублета дублетов (415.88 м. д., 2JC9N = 9.4, 2JC4N ≈ 0.3 Гц) 

(табл. 1, рис. 2b). Важно отметить, что анализ мульти-

плетности сигнала меченого атома азота показал 

наличие ССВ между атомами С-4 и 15N-2. Однако 

уширение сигнала 15N-2 позволило оценить значение 

константы 13С-4–15N-2 только примерно. Кроме того, 

на основании значения химического сдвига атома 15N-2 

и литературных данных, полученных для 6-нитро-

производных 1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,4]триазин-7-онов,26 

установлено, что азолоазинон [13C2,
15N]-1 существует в 

виде соли. 

Характерной чертой протонного спектра ЯМР соеди-

нения [13C2,
15N]-1 является наличие спин-спиновых 

взаимодействий 1H–13C-4/1H–13C-9 для сигналов атомов 

Н-7 (4JHC4 = 0.8 Гц) и H-10 (3JHC9 = 3.1 Гц) соответ-

ственно (табл. 1). Эти значения являются дополни-

тельными аргументами, которые подтверждают поло-

жение меченых атомов углерода. 

Получение соединения с тремя изотопными метками 

[13C2,
15N]-1 подтверждено также методом масс-спектро-

метрии высокого разрешения, включая проведение 

тандемных экспериментов. Масс-спектр соединения 

[13C2,
15N]-1 содержит сигналы протонированной молекулы 

[M+H]+ с m/z 306.0744, а также ионов [M+Na]+ с  

m/z 328.0557, [M+K]+ с m/z 344.0292 и [M–Na+2H]+ с  

m/z 284.0923. Измеренные значения точных масс ионов 

соответствуют брутто-формуле соединения [13C2,
15N]-1. 

Тандемные эксперименты, проведенные для протони-

рованной молекулы H-формы соединения [13C2,
15N]-1 

(m/z 284.0918) в режиме диссоциации, индуцируемой 

соударениями (ДИС), показали (рис. 3), что фрагмен-

тация молекулы протекает, прежде всего, с последо-

вательным элиминированием молекул этилена и воды 

или молекулы этанола из сложноэфирных групп (ионы 

с m/z 256.0605, 238.0499, 210.0186, 192.0081). Возмож-

Атом/группа Химические сдвиги, δ, м .д. (J, Гц) 

Спектр ЯМР 1H 

H-7 8.18 (4JHC4 = 0.8) 

10-CH2 и 13-СH2 4.25 (3JHH = 7.1, 3JHC9 = 3.1) 

11-CH3 и 14-CH3 1.29 (3JHH = 7.1) и 1.30 (3JHH = 7.1) 

Спектр ЯМР 13С 

C-3 129.5 (1JCC = 91.7, 1JCC = 71.6, 1JCN2 = 5.9) 

C-4 147.9 (2JCC9 = 8.8) 

C-7 145.2 (3JCC4 = 5.1) 

C-8 99.9* 

C-8a 151.1* 

C-9 164.8 (2JCC4 = 8.8, 2JCN2 = 9.2) 

C-10 59.7 (2JCC9 = 2.3) 

C-11 14.5 (3JCC9 = 2.1) 

C-12 162.2 

C-13 59.3 

C-14 14.6 

Спектр ЯМР 15N 

N-2 415.88 (2JC9N = 9.4, 2JC4N  0.3) 

* КССВ 13C–15N и 13С–13С измерить не удалось из-за уширения сигнала. 

Таблица 1. Спектры ЯМР 1H, 13С и 15N соединения [13C2,
15N]-1 

Рисунок 2. Сигналы атома углерода С-3 (a) и меченого атома 

азота 15N-2 (b) в одномерных спектрах ЯМР 13C и 15N, 

зарегистрированных в растворе ДМСO-d6 при частоте 150 и 

61 МГц соответственно. 

Рисунок 3. Основные направления фрагментации прото-

нированной молекулы H-формы соединения [13C2,
15N]-1 в 

условиях ДИС (указаны расчетные значения m/z). 
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ность потери молекулы воды для ионов с m/z 256.0605 

и 210.0186 подтверждена с помощью экспериментов 

псевдо-МС3. Образующийся в результате масс-спектро-

метрического распада сложноэфирных групп катион с 

m/z 192.0081 элиминирует молекулу диоксида три-

углерода, содержащую оба атома 13С, с разрушением 

триазинового цикла. Полученные спектральные данные 

подтверждают структуру синтезированного соеди-

нения и в дальнейшем могут быть полезны при 

изучении метаболизма, фармакокинетики и биодоступ-

ности в организме соединения 1. 

Таким образом, в результате проведенной работы 

разработан метод селективного включения изотопов 
13С и 15N в структуру натриевой соли диэтилового 

эфира 4-оксо-1,4-дигидропиразоло[5,1-c][1,2,4]триазин-

3,8-дикарбоновой кислоты, которая проходит доклини-

ческие исследования, как потенциальный препарат для 

лечения диабета и его осложнений. Полученный 

обогащенный изотопами 13С и 15N образец (99% 13С и 

98% 15N) охарактеризован методами спектроскопии 

ЯМР и масс-спектрометрии высокого разрешения. 

Экспериментальная часть 

Спектры ЯМР 1Н, 13C и 15N (600, 150 и 61 МГц 

соответственно) соединения [13C2,
15N]-1, а также  

1H–13C HSQC, 1H–13C HMBC и 1H–15N HMBC записаны 

в растворе ДМСО-d6 на приборе Bruker Avance NEO 600, 

укомплектованном широкополосным градиентным 

криодатчиком Prodigy, в качестве стандарта исполь-

зованы сигналы растворителя, а также внутренний 

стандарт – ТМС (для ядер 13С, 1Н), и внешний стандарт – 

жидкий аммиак (для ядер 15N). Измерение КССВ 1H–13C, 
13C–13C и 13С–15N проведено из анализа форм линии 

соответствующих сигналов в спектрах ЯМР 1Н, 13C и 
15N. Анализ констант 13С–13С и 13С–15N в углеродном 

спектре проведен с учетом одномерных экспериментов 

ЯМР 13C, зарегистрированных с селективной развязкой 

от ядер 13С-4 и 13С-9. Для селективной развязки от ядер 
13С использована импульсная программа zghdig 

(мощность импульса 25 dB). Масс-спектрометрические 

исследования проведены на квадруполь-времяпролет-

ном масс-спектрометре Agilent 6545 Q-TOF LC/MS 

(Agilent Technologies, США) с источником ионизации 

электрораспылением в режиме регистрации положи-

тельно заряженных ионов. В режиме МС/МС при 

изоляции иона-предшественника полоса пропускания – 

Δm/z 1.3. Спектр ДИС записан при столкновении иона-

предшественника с молекулами азота (99.999%) с 

энергией столкновений 10 эВ при напряжении на 

фрагменторе 100 В. При проведении экспериментов 

псевдо-МС3  напряжение на фрагменторе – 180 В при 

энергии столкновений 10 эВ. Для ввода пробы 

использована хроматографическая система Agilent 

1290 Infinity II. 

Na15NO2 (обогащение по 15N 98%) и 13С2-малоновый 

эфир [13C2]-3 (обогащение по каждому 13C 99%) полу-

чены от фирмы ISOTEC. 5-Амино-4-этоксикарбонил-

пиразол (5) синтезирован по описанной ранее мето-

дике.27 

Натриевая соль диэтилового эфира 4-оксо-1,4-

дигидропиразоло[5,1-c][1,2,4]триазин-3,8-дикарбоно-

вой кислоты ([13C2,
15N]-1). К 225 мг (1.45 ммоль) 

5-амино-4-этоксикарбонилпиразола (5) приливают 

0.150 мл H2O и к полученной суспензии постепенно 

при охлаждении добавляют 0.3 мл HCl и 0.6 мл EtOH 

так, чтобы температура смеси находилась в пределах 

20–23 °C. Полученный раствор охлаждают до темпе-

ратуры –10 °C и к нему по каплям добавляют раствор 

110 мг (1.6 ммоль) Na15NO2 в 0.3 мл H2O. Образо-

вавшуюся соль диазония приливают к охлажденной до 

0 °C смеси 0.250 мл (1.54 ммоль) 1,3-13C2-диэтилового 

эфира малоновой кислоты [13C2]-3, 1.3 мл 3 М раствора 

AcONa и 0.3 мл EtOH. Реакционную смесь переме-

шивают в течение 1 ч при температуре 0 °C, в течение 

30 мин при 20 °C, после чего смесь выдерживают при 

95 °C в колбе с обратным холодильником в течение 3 ч. 

После охлаждения образовавшийся оранжевый осадок 

отфильтровывают, сушат и перекристаллизовывают из 

смеси i-PrOH–H2O, 2:1. Выход 211 мг (45%), т. пл. 208–

210 °C. Спектр ЯМР 1H, δ, м. д. (J, Гц): 1.29 (3H, т, 
3JHH = 7.1, OCH2CH3); 1.30 (3H, т, 3JHH = 7.1, OCH2CH3); 

4.25 (4H, к. т, 3JHH = 7.1, 3JHC9 = 3.1, 2OCH2CH3); 8.18 

(1H, д, 4JHC4 = 0.8, H-7). Спектр ЯМР 13C, δ, м. д. (J, Гц):  

14.5 (д, 3JCC9 = 2.1, С-11); 14.6 (C-14); 59.3 (C-13); 59.7 

(д, 2JCC9 = 2.3, C-10); 99.9 (C-8); 129.5 (д. д. д, 1JCC = 91.7, 
1JCC = 71.6, 1JCN2 = 5.9, C-3); 145.2 (д, 3JCC4 = 5.1, C-7); 

147.9 (д, 2JCC9 = 8.8, C-4); 151.1 (C-8a); 162.2 (C-12); 

164.8 (д. д, 2JCN2 = 9.2, 2JCC4 = 8.8, C-9). Спектр ЯМР 15N, 

δ, м. д. (J, Гц): 415.88 (д. д, 2JC9N = 9.4, 2JC4N ≈ 0.3, N-2).  

Найдено, m/z: 306.0744 [M+Н]+. С9
13C2H12N3

15NNaO5. 

Вычислено, m/z: 306.0737. Найдено, m/z: 328.0557 

[M+Na]+. С9
13C2H11N3

15NNa2O5. Вычислено, m/z: 328.0557. 

Найдено, m/z: 344.0292 [M+K]+. С9
13C2H11KN3

15NNaO5. 

Вычислено, m/z: 344.0296. Найдено, m/z: 284.0923  

[M–Na+2H]+. С9
13C2H13N3

15NO5. Вычислено, m/z: 284.0918. 

Масс-спектр (MC/MC ДИС, 10 эВ) иона [M–Na+2H]+, 

m/z (Iотн, %): 284.0914 (18), 256.0596 (4), 238.0495 (100), 

210.0180 (2), 192.0078 (33), 122.0113 (2), 65.0129 (2).  

Файл сопроводительной информации, сoдержащий 

спектры ЯМР 1H и 13C соединения [13C2,
15N]-1, досту-

пен на сайте журнала http://hgs.osi.lv. 
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